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Verfabren zum Reinigen von Gamma-Globulin 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Herstellung eines pyrogenfreien sehr reinen Gamma- Globulins, 
wobei ein Gamma- Globulin-Konzentrat und eine gerad- und lang- 
kettige, wasserlSsliche, ungeladene Polymerverbindung mit 
einem dure hschnittlic hen Molekulargewicht zwischen 3000 und 
20 000 bei zwischen lf°C und 30°C mit einer wSssrigen 
Fliissigkeit innig veimischt werden, und nach erfolgter 
Phasentrennung eine unlSslicbe Fraktion abgetrennt, und aus 
der Sbrigbleibenden wassrigen Phase eine gereinigte Gamma- 
Globulin- Fraktion gewonnen wird* 

Die Erfindung 1st in erster Linie auf die Reinigung von 
menschliehem Gamma- Globulin anwendbar, lasst sich aber auf 
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die Heinigung von tieriscbem Gamiaa-GloDulin anwenden. Die 
Erfindung 1st insbesondere auf die Gewinnung eines gereinig- 
ten Gamma- Globulins aus Blutplasma anwendbar. 

Gamma-Globulin wird im allgemeinen gross tecbniscb aus Blut- 
plasma durcb fraktionierte Fallung mit Alkobol bei niederen 
Temperaturen, insbesondere gemSss dem sogenannten Cobn- 
Verfabren Oder Abwandlungen dieses Verfabrens bergestellt. 
Besonders bewSbrt bat sicb das Verfahren von K» Kistler und 
Hs, Nitsebmann (Voac.Sang 7} m4-^(1962))« Bin Verfabren 
zur Seinigung von Gamma- Globulin durcb fraktionierte FSllung 
in neutraler wassriger LOsung mittels 8-10# Poly&tbylenglykol 
1st bereits bekannt. Es wurde auch berelts vorgescblagen, 
dem Cobn- Verfabren eine weitere Eeinlgungsstufe mittels, 
geradkettiger, langkettiger, wasserlOslicber, nictat- 
geladener Polymere, insbesondere PolyStbylenglykol naebzu- 
schalten, (Paul W. Cbun, Melvin Friedl und Elliot F. Ellis; 
Anal. Biocbem. 12, 1*81-4-97(1967) )• In dlesem Verfabren wurden 
zunacbst andere Proteine und scbliesslicb das Gamma- Globulin 
selbst mittels der Polymerverbindung gefflllt und anscbliessend 
durcb umstltndlicbe Verfabren welter gereinigt. Die Trennung 
und Beinigung sind unvollkommen. 

GemSss der nicbt vorverSffentlichten OS P 22 3^ 069,8 wird 
ebenfalls mit Polymerverbindungen z.B. polyatbylenglykol als 
FSllungsmlttel bei p H 7,0 gearbeitet. ZunStcbst wird mit weni- 
ger Failungsmittel (if, 5-7%) antikomplementare AktivitSt (ACA) 
selektiv gefallt. Dabei treten nocb Verluste an Gamma-Globulin 
ein, die aber teilweise aus dem gefallten Produkt ruekge- 
wonnen werden kttnnen. Aus der gereinigten LSsung wird das 
Gamma-Globulin dann mit 12~20# Polyatbylenglykol gefallt. 

409829/0727' 
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Ss wurden mit diesem Verfahren beachtliche iSrfolge, ihsbesondere 
hohe Beinheiten erzielt, Es hat sich aber gezeigt, dass ftir 
die gross technische ^wendung nach wie vor ein Bedarf hesteht an 
einem Verfahren, das mit noch grffsserer Genauigkeit und Wieder* 
holbarkeit ein produkt liefert das auch den allerhttehsten An- 
£orderungen gerecht wird* Vor allem war es bisher noch nicht 
einwandfrei gelungen, gleichzeitig sowohl eine hohe Beinheit, als 
auch sehr hohe Ausbeuten zu erzielen 0 

Ehe ein gross tec hnisc her Gamma- Globulin- ins a tz the rapeutisch 
verwendet wird, muss er zun&chst unter andexem auf £yrogen- 
gehalt geprttft werden. Hierzu wird eine Probe in ein Versuchs- 
tier eingespritzt. Falls das Tier Fieber entwickelt, sind 
Pyrogene vorhanden, und ist der gesamte Ansatz unbrauchbar» 
Pyrogenitat tritt spontan, ohne ersichtlichen Grund ein. Die 
Ursacbe ist unbekannt, weshalb dieses Problem bisher nicht 
befriedigend gelBst werden konnte und woraus sich schvere 
Verluste an wertvollem Material ergaben. 

Daraus ergibt sich die Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren 
zu schaffen, dass sich leicht in herktJmmliche Blutfraktionie rungs 
verfahren einschalten lftsst, und womit mit grosser Sicherheit 
das Auftreten der pyrogenitat im Endprodukt vermieden 
werden kann, bzw* mittels desseii pyrogene Gamma- Globulin- 
Fraktionen behandelt unci pyrogenfrei gemacbt werden kOnnen. 
Ausserdem soil das Verfahren gut wiederholbar sein und 
einen besonders hohen Beinheitsgrad, (mindestens 99% rein 
und ausgezeiehnete Ausbeuten) ermSglichen. Das Verfahren 
soli ferner eventuell vorhandene antikomplenientare Aktivitat 
(ACA) beseitigen, wodurch das Endprodukt sich Intraveno's 
anvenden lfisst. Ferner sollen durch das Verfahren auch 
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Spuren solclier Vertuireinigungen beseitigt werden (ins- 
besondere Enzyme), die die LagerfShigkeit des Produktes 
benachteiligen. 

ErfindungsgemSss ist das Verfahren der eingangserwShnten Art 
dadurch gekennzeicfanet, dass in der wSssrigen Pltlssigkeit 
ein pH-Wert zwischen ^ und 5 eingestellt wird, dass die 
Polymerverbindung in einer solehen Konzentration in der 
wSssrigen FlEssigkeit angewandt wird, dass die lSsungs- 
bemmende Wirkung einer Konzentration von zwischen h und h ,8 Gramrn 
pro 100 ml Polyathylenglykol des Molekulargewichtes 6000 
entspricht, und dass die Konzentration des Gamma- Globulins 
im Gemisch auf zwischen 3 und 8 Gevic htsprozent eingestellt 
wird* 

Bei der innigen Vermiscbung wird die Proteinkonzentration 
(hauptslichlieh Gamma- Globulin) vorzugsweise auf zwischen 3*5 
und 6 Gewichtsprozent insbesondere zwischen h und 5 Gewichts- 
prozent eingestellto 

Der pH-Wert wird vorzugsweise mit Salzsffure eingestellt, 
und betrttgt vorzugsweise zwischen K 9 h und ^,8, insbesondere 
zwischen 5 und h 9 7+ Hinsichtlich Beinheit und Ausbeute 
des Endproduktes wurden die besten Ergebnisse bei pH-Werten 
zwischen *f,55 und **>65, insbesondere lf f 60 erzielt. Selbst bei 
einer verhaitnismSssig geringen Verringe rung des pH-Wertes 
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fflbrte dies bereits zur Scbadigung des Produktes. Aber 
auch eine ganz geringe ErWJhung beeintraebtigte bereits 
die Reinbeit unter ansonsten gleicben Bedingungen. Diese 
Beobacbtung widerspricbt der bisberigen Ansicbt, wnacb 
vorzugsweise unter neutralen Bedingungen gearbeitet wurde. 
Chun, Fried und Ellis (siehe oben) batten zwiscben pH 
und 8,6 keine Unterscbiede festgestellt. 

Das Verfabren erwies sicb aucb als tlberraschend empfindlicb 
gegen selbst geringfttgige Abweicbungen in der Kbnzentration 
der als lSsungsbenmende Verbindung verwendeten Polyme rve r- 
bindung. Besonders gute Ergebnisse wurden mit Konaentrationen 
erzielt, die in der lo'sungsbemmenden Wirkung J+,3 bis h t 7 Gramm 
pro 100 ml* vorzugsweise zwiscben k-,k- und **,6, insbesondere 
if ,5 Gramm pro 100 ml Polyatbylenglykol des Molekulargewicbtes 
6000 entspracben. Aus praktiscben und wirtscbaftlicben 
Erwagungen wird es tatsacblicb bemorzugt, Polyatbylenglykol 
selbst als ld'sungsbemmendes MLttel, insbesondere Polyatbylen- 
glykol mit Molekulargewicbt zwiscben hOOO und 8000, vorzugs- 
weise 6000 zu verwenden. Wie welter unten erlautert wird, 
kSnnen jedocb aucb andere Polymerverbindungen' verwendet 
werden. 

Die IonenstStrke der wSssrigen Fltfssigkeit beeinflusat 
ebenfalls den gffnstigen Verlauf des Verfabrens gana erbeblicb, 
wobei die untere Grenze wesentlicber ist als die obere Grenze. 

mm ^) ' mm 
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Die besten Ergebnisse wurden bei Ionenst&rken zwiscben 0 ,13 
und 0,20M, vorzugsweise zwiscben 0,14- und 0,17, insbesondere 
0,15M erzielt, wobei die Ionenstarke vorzugsweise in erster 
Linie von NaCl berrtlbrte* incb diese Pteststellung widej>- 
spricbt den. Beobacbtungen von Cbun, Fried und Ellis, die 
zwiscben 0,1 und 2,0M IonenstSrke keine Unterscbiede fest- 
stellten. 

Das Verfabren lasst sicb besonders vorteilbaft auf Gantna- 
Globulin-Fraktionen anvenden, die durcb FSllung aus Plasma 
bei niederen Tempera turen mit Alkobol gevbnnen wurden # 

A 

Besonders gute Ergebnisse werden erzielt, wenn die Fraktion 
in an sicb bekannter Weise bei zwiscben -8 und ins- 
besondere •5°C und einem pH-Wert zwiscben 5f6 und 6,0, 
insbesondere 5>$85 - 0,05 und einer Alkobolkonzentration 
zwiscben 18 und 21#, insbesondere J$% gefallt wurde, wobei 
die Proteinkonzentration des Plasmas, aus welcbem das Ganma- 
Globulin gefffl.lt wurde, zwiscben h und 5» insbesondere 
Gewiebtsprozent Protein betrug, Ein solcber Niederscblag 
en thai t im allgemeinen nocb oC-und y#-Globuline ,und wird vorzugs* 
weise vot der inwendung der erf indungsgemSssen Verfabrens 
einer weiteren Alkobolfflllung zur Abtrennung dieser^-und 
^-Globuline unterworfeni Das nacb dem obengenannten Verfabren 
von Kistler und Nitscbmann gewonnene Gamma- Globulin eignet 
sicb also besonders fiir das erf indungsgemfisse Verfabren* 

In praktischer Hinsicht erwies es sicb. als besonders vor- 
teilbaft die Pbasentrennung nacb. der Vermiscbung des 

409829/0727 
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Gamma- Globulins mtt der Polyme rverb indung in der wassrigen 
Fltlssigkeit so durchzuftlbren, dass man das Gemisch mindestens 
k> bis 5 Stunden steben i&sst, wobei sicb die unlOslicbe 
Fraktion in ausreicbendem Masse absetzt, vonach die ttber- 
stebende Fltlssigkeit, die das gereinigte Gamma- Globulin ent- 
bait, einfaeh dureb Abbebern Oder Abpumpen entfernen l^sst* 

Die Bezeicbnung "vasserlosliche, geradkettige, langkettige , 
ungeladene Polymerverbindung" bezeichnet eine Klasse lOsungs- 
hemmender Mittel, die vor alien Dingen in der Proteincbemie 
Vervendung findet. Beiapiele solcber Polyme rv-erbindungen 
sind Dextran, Polyvinylalkobol, Polyvinylpyrrolidon und 
Nonylphenol&ttaoxylat. 

Bevorzugte Polyme nrerbindungen far das Verfabren, sind die 
wasserlSslicben Polyalkylenglykoie im Molekularbereicb zwiscben 
3000 und 20 000, insbesondere U-000 und 8000, vorzugsweise etwa 
6000* Vorzugsweise bandelt es sicb dabei urn ein Polymerisat, 
bzw« Miscbpolymerisat eines Glykols, bzw» von Glykolen, mit 
zwiscben 2 und h Koblenstoffatomen, z # B 0 PolyStbylenglykol 
oder Polypropylenglykol Oder Poly&tbylenpropyienglykol oder 
Poly-ljU-dihydrooybutanglykol bzw» um Gemisc be solcber Poly- 
glykole* Poly&tbylenglykol ist grosstecbniscb leicht er- 
bfiltlicb und aucb preislicb gttristig* Bs hat aucb gtlnstige 
pbysikaliscbe Eigenscbaften, insbesondere im berorzugten Mole- 
kulargewicbtsbereicb zwiscben i+000 und 8000, vorzugsweise 6000 ♦ 
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Im allgemeinen kann die vom Hersteller angegebene Molekular- 
gevichts sparine des verwendeten Polymerproduktes zugrunde 
gelegt verden. Die handelstlbliche Bezeichnung PEG 6000 deutet 
ein Produkt mit einem durehschnfcttlichen Molekulargewic bit von 
6000 an. Nach Angaben der Hersteller (z.B. Shell Chemical 
Company) kann ein solcbes Produkt zvar den Bereich 6000-. 
7500 umfassen. Diese Abweiehungen sind jedoch von geringer 
praktiseher Bedeutung fffr die Zwecke der vorliegenden Eav 
findung. Eigene Messungen zeigten, dass sich das verve ndete 
Material fast aussehliesslich im sehr engen Molekularge- 
viebtsbereich von zwischen 5800 urid 6300 befand. 

Im allgemeinen wird die ItJsungshemmende Polymerverbindung so 
verwendet, dass man die unerwttnschten Verunreinigungen aus der 
wSssrigen LiJsung des Gamma- Globulins ausfSllt. Prinzipiell 
ist jedoch auch die umgekehrte Arbeitsweise mCJglicb, nSmlieh die 
selektive Extraktion eines Gamma- Globul in- haltigen Konzentrates 
mittels einer wassrigen LSaang der Polymerverbindung. 

Die Polymerverbixidxingskonzentration , die in ihrer losungs- 
bemmenden Wirkung einer bestimmten Menge Polyatbylenglykol 
6000 entspricht, lasst sich sehr leieht durch Vergleichs- 
versuche feststellen, am besten anhand einer der vesentlichen 
Begleitsubstanzen in gexeinigter Form, die man aus dem Gamma* 
Globulin- Konzentrat herausfSllen mOchte* Es l£sst sich aber 
auch berechnen gemSss der Gieichung: 
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F 2.303 

worin p Jewells der zur PSllung benStigten Polymerverbindungs- 



r p = Badius des PolymermolekUls und 

r = Badius bzw# Stokes- radius des zu fallenden Teilcbens ist« 
s 

Die Temperatur, bei welcber die FSllung mittels der Polymer- 
verbindung durcbgeftlbrt wird, ist nicht sebr kritisch # Am 
besten arbeitet nan zwiscben 15 und 25 , insbesondere zwiscben 
20 und 25°C* 

Im allgemeinen will man anscbliessend aus dem Gamma- Globulin- 
Produkt die polymerverbindung entfernen. Hierzu verdflnnt man zu 
nEcbst die LBsung vorzugsweise mit Wasser (dadurcb wird bereits 
die Polymerkonzentration verringert), vorzugsweise mit gleicb* 
zeitiger Temperaturverringerung, wonach die LtJsung annahernd 
neutralisiert wird, vorzugsweise auf ein pH von 7,0 £ 6,5, 
insbesondere 7$0 -0,2 gebracbt wird f Die Ltfsung wird 
dann vorzugsweise zunScbst auf zwiscben 0 und h°G abgektthlt, 
wonacb man gegebenenfalls filtriert. Aus dieser L0 sung wird 
das Gamma- Globulin bei nfeierer Temperatur, insbesondere bei 
zwischen - 1 * und -8°C, vorzugsweise *6 0 C und unter nach wie vor 
ann&bernd neutralen pH-Bedingungen mit Alkohol gefffllt, z.B. 
mit zwiscben 20 und 28, vorzugsweise zwiscben 20 und 25 Vo- 
lumenprozent Alkobol. Dabei betragt die Temperatur vorzugs- 
weise -6°C ± 0,5°C 



konzentration umgekebrt proportional ist, und worin 
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Das so erbaltene Produkt ist sebr rein und wird vorzugsweise ,, 
in der gleichen Gewiebtsmenge Eiswasser auf gesehwemmt und dann-; 
gefriergetroeknet. Das so erhaltende Gaouna-Giobulin-Pulver 
kann in an sicb bekannter Weise, vorzugsweise in Gegenwart von ; 
Stabilisatoren, wieder in LOsung gebracbt werden. 

Man hat bisber angenommen, dass die AlkobolfSllung unweigerlicb 
die Bildung von ACA ( ant ikomplemen tare AktivitSt) im Gamma- 
Globulin mit sicb bringt. Uberrascbenderweise 1st das nacb dem 
soeben genannten Beinigungsverfabren mit Alkohol ausgef&llte 
Produkt ACA-frei. Das ist vermutlich darauf zurflckzufttbren, dass 
ACA nur in Gegenwart bestimmter Verunreinigungen gebildet 
wird,und dass durch das erfindungsgemttsse Verfabren bereits 
samtlicbe Verunreinigungen, die in Gegenwart von .Alkobol zur 
ACA-Bildung fubren kbnnen, entfernt wurden. 

Ausfubrunesbeispiel. 

Das Ausgangsmaterial ist eine PlasmalSsung mit 5% Gesamt- 
proteingebalt, deren pH mit Puffer auf 7»2 i 0,2 eingestellt 
ist, Diese LtJsung wird mit 8 * 10 Volumenprozent Alkobol 
versetzt und zentrifugiert. Der Niederscblag (Fraktion 1) 
entbalt Fibrinogen 0 Die ttberstetxende Fltissigkeit entbfitt 
die Globuiine und Albumin, Der pEUWert dieser LOsung wird auf 
5,85 i 0,05 eingestellt. Die LtJsung enthtllt h f 5% Protein. 
Sie wird auf •5°C abgekdnlt, und be i dieser Tempera tur ait 
19# Alkobol versetzt und dann zentrifugiert. Die ttberstebende 
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Fltlssigkeit kann auf Albumin aufgearbeitet werden. Das 
geffillte Produkt enthSlt samtlicne Gamma- Globuline und Telle 
der - und -Glbbuline. 

Der Niedersctalag wird nun in PufferlBsung suspendiert 

(etwa 2SS Protein, pH l+,8 t 0,05, 0°c5. Dieses Material wird 

mit Alkohol waiter fraktioniert. Zunachst wird auf pH 

5,1 - 0,05 und -5°C eingestellt und dann mit 125* Alkobol 

verse tzt ( / 2 des Losungsmittels 0,01*f, Pro teiribe bait etwa 

ljS). Durcb Zentrifugieren werden die -und -Globuline ausf»- 

' mit. 

Die tlberstehende Elttssigkeit wird auf pH 7,0 ± 0,2 gebracbt 
und bei -7°C mit Alkohol versetzt, bis die Konzentration 25 
Volumenprozent betrSgt, ( ^2 des LOsungsmittels 0,03 - 0,0lf, 
Proteingehalt etwa.6,5#). Der Niederschlag wird abzentrifu- 
giert und bei -28°C als Gamma- Globulin-Paste aufbewahrt. 

20 Kg der Gamma- Globulin-Paste werden in 80 Liter destilliertem 
Wasser bei 25°C mit Btlhren gelSst (100 Liter LBsung). Als 
Puffer werden hinzugefffgt: 0,005 M KHgPO^, 0,005 M NagHPO^. 
12H 2 0, 0,lHM NaCl. Die Pro teinkonzent ration betr&gt If bis 
5$. Nacb. vBlliger LCsung wird der pE-Wert mit 0,5M HC1 auf 
genau h f 6 eingestellt. Die LBsung wird nun mit h,5% 
Poly&thylenglykol Molekulargewicbt 6000, versetzt. Das Gemlscb 
wird eine Stunde lang gerUbrt, und danach l&sst man den Ansatz 
vier weitere Stunden lang steben. Dabei setst sicb ein 
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Niederschlag ab. Die ttberstebende Fltlssigkeit wird nun von oben 
abgepumpt, bzw, abgehebert und durch einen handelstlbliehen 
Filter filtriert, (X-D-5 der Firma Filtrox), Urn zu vermeiden, 
dass der Filter verstopf t wird, wird zunaehst die oberste 
Flflssigkeit abgezogen und das ^nsaugerohr allmahlicb mit der 
Flttssigkeitsoberflaehe welter gesenkt. 

Das Filtrat wird mit 2 Volumen destillierten Wassers bei 
h°C verdSnnt, Nach Abkttblen auf 0 - if°C wird der pH-Wert auf 
7,0 i 0,2 eingestellt und wieder filtriert (AKS-*f koble- 
beschichtetes Filter). Das Ganma-Globulin-Filtrat wird nun 
mit 25 Volumenprozent Alkohol versetzt bei -6°C (pH 7,0 ± 0,2). 
Der durch Zentrifugieren gewonnene Niederseblag des Gamma- 
Globulins wird in der gleieben Gewicbtsmenge Eiswasser suspendiert 
und dann gefriertrocknet. 

Eine 16 prozentige LSsung dieses sehr reinen Gamma- Globulin- 
Pulvers mit 0,3 M Glycinpuffer und 0,01j£ Mertbiolat, sterU- 
filtriert, entspricht in seinen physikallschen, chemiseben 
und biologischen Daten den Vorschriften des M.I.E. der 
Vereinigten Staaten von ^fcuerika. 

Das Garana- Globulin is mindestens 99% rein, 1st pyrogenfrel, 
ACA-frei und enzymfrei. Die Haltbarkeit 1st deshalb 
aussergewonnllch boch. Die obengenannte 16 prozentige losung 
entbglt hochstens 0,01j6 Poly&thylenglykol. FCfr intravenbse 
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.Anwendungen wird das Material auf V bis 5% Proteingebalt 
verdtinnt, und ohne Mertbiolat verwendet. Mis Stabilisatoren 
k5nnen der LSsung Albumin, Glukose xind/oder Glyein beige- 
geben werden # 

Vorzugsweise wird die LtJsung folgendermassen vorbereitet: 
Intravenose Gamma- Globulin- LB sung ♦ 

Die benotige Menge Gaiana-Globulin-ilJlver wird zunScbst 
mit soviel Glycin verse tzt, dass die Endkonzentration der 
Losung 0,06 M betragen wird* Zu diesem Gemiscb fttgt man 
die balbe Menge des benfitigten pyrogenfreien destillierten 
Wassers bei h°C hinzu. Durch leicbtes Btlbren bringt man 
das Gamma- Globulin in Losung # Zur LOsung wird soviel 
pasteurisierte 20prozentige AlbuminlDsung binzugefugt, 
dass die Albuminkonzentration in der endgtfltigen Lttsung 
1,0% betrSgt. 

Diese IS sung lSsst man bei h°G Uber Nacbt mit leicbtem 
Rttbren steben* Am nSchsten Morgen wird so viel Glukose 
binzugefUgt, dass die Glukosekonzentration in der endgtlltigen 
LOsung 3,0% betragt. Der pH-Wert wird auf etwa 6,9 einge- 
stellt, und darauf wird das Bndvolumen eingestellt* Die 
LSsung wird steril in Flascben f iltrierto Das Endprodukt bat 
dann die folgende Zusammensetzung: 
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if _ 5 (vorzugsweise \>5) Geviebtsprozent Gamma- Global in 9 
3,0^ Glukose, 0,06 M Glycin, 1,0$ Albumin. Die LSgtaag 
1st isotontscho 

Im Gegensatz zu den gewtlrdigten bekannten bzw* bereits 
vorgeschlagenen Verfahren wird im erf indungsgem&ssen 
Verfabreh in einem kritisctien leicbt sSuerlichen pH-Bereicht 
gearbeitet* Itfenn alle Faktoren optimal eingestellt sind, 
bringt eine einzige EStllxmgsstufe rait verhfiltnismassig 
wenig PoljBEbylenglykoi Oder dergleichen eine viSllige 
Falling sSmtlicber Verunreinigungen zustande, und sind 
trotzdem die Verluste an Gamma-Globulin im Niedersehlag 
so gering, dass eine Htiekgewinnung tiberflflssig 1st. Das 
Verfatiren erfordert nur minimalen apparativen AufVand 
und ISsst sbb sehr leicbt und billig in bestehende Verfahren 
und Anlagen eingliedern. 
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Patentansprttche, 

1, Verfahren zur Herstellung eines pyrogenfreien, sehr 
reinen Gamma- Globulins , wobet ein Gamma- Globulin- Konzentrat 
und eine geradkettige, langkettige, wasserlfisliche , unge- 
ladene polymerverbindung, beispielsweise mit einem dureh- 
schnittlichen Molekulargewicht zwischen 3000 und 20 000 
bei zwischen U-°C und 30°C mit einer wassrigen Fltlssigkeit 
innig vermischt werden und nach erfolgter Phasentrennung eine 
unlosliche Praktion abgetrennt, und aus der Ubrigbleibenden 
wassrigen Phase eine gereinigte Gamma- Globulin- Fraktion 
gewonnen wird, dadurch gekennzeichnet, dass in der wassrigen 
Fltlssigkeit ein pH-Wert zwischen k- und 5 eingestellt wild, 
dass die Polymerverbindung in einer solcben Konzentration 

in der wassrigen Fltlssigkeit angewandt wird, dass die 
losungshemmende Wirkung einer Konzentration von zwischen h und 
*f f 8 Gramm pro 100 ml Polyathylenglykol des Molekularge- 
wichtes 6000 entspricht, und dass die Konzentration des 
Gamma-Globulins im Gemisch auf zwischen 3 und 8 Gewichtsd 
prozent eingestellt wird. 

2. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass der pH-Wert auf zwischen h 9 h und h t 8 t vorzugsweise 
zwischen J+,5 und k-,7 eingestellt wird, 

3» Verfahren gemass Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass der pH-Wert auf zwischen h 9 55 und h t 65 eingestellt wird. 
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If. Verfahren gemass einem der Ansprttche 1 bis 3» dadurch 
gekennzeiehnet, dass der pH-Vfert der' wassrigen Flussigkeit 
mit Salzsaure eingestellt wird. 

!?• Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 5i dadurch 
gekennzeichnet, dass bei der innigen Vermiscbung, der 
Proteingehalt (hauptsachlich Gamma-Globulin) im wassrigen 
Gemisch auf zwischen 3,5 und 6 Gewicbtsprozent, vorzugsweise 
zwischen if und 5 Gewichtsprozent eingestellt wird. 

6 0 Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Polymerverbindung in einer Konzentration 
angewandt wird, deren lOsungshemmende Wirkung zwischen h,3 und 
h ,7, vorzugsweise zwischen h 9 k- und *f,6 Grqmra pro 100 ml Poly- 
athylenglykol des Molekulargewichts 6000 entspricht. 

7o Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als Polymerverbindung Polyathylenglykol mit 
Molekulargewicht zwischen hOOO und 8000 in eiher Konzentration 
verwendet wird, deren lOsungshemmende Wirkung zwischen k f 3 und *f,7 
Gramm pro 100 ml Polyathylenglykol des Molekulargewichtes ' 
6000 entspricht, wobei vorzugsweise polyathylenglykol des 
Molekulargewichtes 6000 selbst vorzugsweise in einer 
Konzentration zwischen h 9 h und h 9 6 Gramm pro 100 ml des 
Gemisches zur Anwendung kommt. 

8. Verfahren nach einem der ^nsprllcbel bis 7* dadurch 
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gekennzeichnet, dass die Ionenstarke der wassrigen 
Fltlssdgkeit auf zwischen 0,3.3 und 0,20 M, vorzugsweise mit 
Kochsalz eingestellt wird, 

9. Verfahren gemass einem der -finsprttche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Ausgangsmaterial eine Gamma-Globulin- 
Fraktion verwendet wird, die in an sich bekannter Weise 
durch Alkoholfallung bei niederer Tempera tur gewonnen wurde. 

10. Verfahren nach einem der Jtaspruche 1 bis 9, dadurcb 
gekennzeichnet, dass die Pnasentrennung vor der Abtrennung 
der mittels der Polyme rve rb indung unloslich gemaehten 
Fraktion, durchgeftlhrt wird, indem man das w&'ssrige Gemiscb 
mindestens h - 5 stunden lang steben lasst, vonacb die 
dberstebende FOgKssigkeit, in wfclcber das gereinigte Gamma- 
Globulin gelfJst ist, abgezogen, vorzugsweise von oben her 
abgehebert bzw. abgepumpt wird,, 

11. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass zur Befreiung des Produktes von Polymer- 
verb indung, die LOsung zunaehst mit Wasser verdttant wird 
(wodurch die Polymerkonzentration verringert wird), vorzugs- 
weise mit gleichzeitiger Tempera tursenkvmg , wonach die LOsung 
neutralisiert wird, vorzugsweise auf einen pH-Wert von 7,0 

+ 0,5, vorzugsweise 7,0 t 0,2, wonach das Gamma- Globulin 
in an sich bekannter Weise mit Alkohol gefallt wird„ 
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12. Verfahren gemSss Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass das mit Alkobol gefSllte Gamma- Globulin in etwas 
Eisvasser aufgesebwemmt und dann gefriergetrocknet wird. 

13 „ Verfahren gem'ass einem der Ansprttehe 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass das gereinigte Gamma- Globulin in 
Wasser gelb'st und mit .Albumin und Glycin stabilisiert wird. 
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